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Priifungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

(§) Strukturierte Bidprobentrager fur massenspektrometrische Analysen nebst Verfahren zur Herstellung und 
Beladung 

(57) Die Erfindung betrifft Probentrager mit hydrophilen 
Ankern in lyophober Umgebung fur die massenspektro- 
metrische Analyse von Biosubstanzen mit lonisterung 
durch matrixunterstutzte Laserdesorption (MALDl), Ver- 
fahren zur Herstellung der Probentrager und Verfahren 
zum Beladen der Probentrager mit Biomolekul-Proben. 
Die Erfindung besteht darin, benachbart Zu den hydrophi- 
len Ankern Bereiche mit Affinitatssorbentien anzuordnen, 
die zur Aufreinigung der Biosubstanzen und gegebenen- 
falls auch zu einer Affinitatsselektion der Biosubstanzen 
benutzt werden, wobei die Preparation der Biosubstanzen 
fur die MALDI-Analyse gut lokalisiert auf den hydrophilen 
Ankern stattfindet. 
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Beschreibung 

[0001] Die Erfindung betrifft Probentrager mit hydrophi- 
len Ankern in lyophober Umgebung fur die massenspektro- 
metrische Analyse von Biosubstanzen mit lonisierung durch 
matrixunterstutzte Laserdesorption (MALDI), Verfahren 
zur Herstellung der Probentrager und Verfahren zum Bela- 
den der Probentrager mit Biomolekiil-Proben. 
[0002] Die Erfindung besteht darin, benachbart zu den hy- 
drophilen Ankern Bereiche mit Affinitatssorbentien anzu- 
ordnen, die zur Aufreinigung der Biosubstanzen und gege- 
benenfalls auch zu einer Affinitatsselektion der Biosubstan- 
zen benutzt werden, wobei die Preparation der Biosubstan- 
zen fur die MALDI-Analyse gut lokalisiert auf den hydro- 
philen Ankern stattflndet. 

Stand der Technik 

[0003] Fiir die Analyse von groBmolekularen Biosubstan- 
zen hat sich die Massenspektrometrie mit lonisierung durch 
matrixunterstutzte Laserdesorption (MALDI = Matrix- Assi- 
sted Laser Desorption and Ionization) als ein Standardver- 
fahren etabliert. Meist werden dazu Rugzeitmassenspektro- 
meter (TOF-MS — Time-Of-Flight Mass Spectrometer) ver- 
wendet, es konnen hier aber auch Ionenzyklotron-Reso- 
nanzspektrometer (FT-ICR = Fourier-Transform Ion Cyclo- 
tron Resonance) oder Hochfrequenz-Quadrupol-Ionenfal- 
lenmassenspektrometer (kurz: Ionehf alien) eingesetzt wer- 
den. 

[0004] Im folgenden werden die Molekule der Biosub- 
stanzen, die untersucht werden sollen, einfach " Analytmole- 
kiile' 1 oder "Biomolekule" genannt. Die Analytmolekiile be- 
finden sich in aller Regel sehr verdiinnt in wassriger Losung, 
rein oder vermischt mit organischen Losungsmitteln. 
[0005] Zu den Biosubstanzen gehoren insbesondere die 
Biopolymere, aber auch andere groBmolekulare Substanzen 
wie beispielsweise Cortico-Steroide. Unter "Biopolymeren" 
sollen hier besonders die Oligonukleotide (also Teilstiicke 
des Genmaterials in seinen verschiedenen Ausformungen 
wie DNA oder RNA), Polysaccharide und Proteine (also die 
wesentlichen Bausteine der lebenden Welt) verstanden wer- 
den, einschlieBlich ihrer besonderen Analoge und Konju- 
gate, wie beispielsweise Glycoproteine oder Lipoproteine, 
und einschlieBlich ihrer durch Enzyme erhaltenen Verdau- 
peptide. 

[0006] Die Auswahl der Matrixsubstanz fur MALDI 
hangt von der Art der Analytmolekiile ab; es sind inzwi- 
schen weit iiber hundert verschiedene Matrixsubstanzen be- 
kannt geworden. Die in hohem UberschuB eingesetzten Ma- 
trixsubstanzen haben dabei unter anderem die Aufgabe, die 
Analytmolekiile moglichst zu vereinzeln und am Probentra- 
ger anzubinden, wahrend des Laserschusses durch Bildung 
einer Dampfwolke moglichst ohne Anlagerung von Matrix- 
oder anderen Molekiilen in die Gasphase zu iibertragen, und 
schlieBlich unter Protonierung oder Deprotonierung zu ioni- 
sieren. Fiir diese Aufgabe hat es sich als giinstig erwiesen, 
die Analytmolekiile einzeln in die Kristalle der Matrixsub- 
stanzen bei deren Kristallisation oder zumindest feinverteilt 
in die Grenzflachenbereiche zwischen den Kristallchen ein- 
zubauen. Es scheint dabei wesentlich zu sein, die Analytmo- 
lekiile voneinander zu trennen, also keine Cluster von Ana- 
lytmolekiilen in der aufgetragenen Probe zuzulassen. 
[0007] Pur das Auftragen von Analyt und Matrix sind eine 
Reihe verschiedenartiger Methoden bekannt geworden. Die 
einfachste davon ist das Aufpipettieren einer Losung mit 
Analyt und Matrix auf einen gereinigten, metallischen Pro- 
bentrager. Der Losungstropfen bildet auf der Metalloberfla- 
che (oder seiner Oxidschicht) eine Benetzungsflache, deren 



GroBe auf hydrophilen Oberflachen einem Mehrfachen ei- 
nes Tropfendurchmessers entspricht. Die GroBe hangt von 
der Hydrophilitat und der Mikrostrukturierung der Metall- 
oberflache und von den Eigenschaften des Tropfchens, ins- 
5 besondere des Losungsmittels, ab. Es bildet sich dabei nach 
dem Auftrocknen der Losung ein Probenfleck aus kleinen 
Matrixkristallchen in der GroBe dieser Benetzungsflache, 
wobei sich in der Regel aber keine gleichmaGige Belegung 
der Benetzungsflache zeigt. Die Kristallchen der Matrix be- 

10 ginnen in wassrigen Losungen in der Regel am Innenrand 
der Benetzung auf der Metallplatte zu wachsen. Sie wachsen 
zum Inneren der Benetzungsflache hin. Haufig bilden sie 
strahlenartige Kristalle, wie zum Beispiel bei 5-Dihydroxy- 
benzoesaure (DHB) oder 3-Hydroxypicolinsaure (HRA), die 

15 sich zum Inneren des Flecks hin oft von der Tragerplatte ab- 
heben. Das Zentrum des Recks ist haufig leer oder mit fei- 
nen Kristallchen bedeckt, die aber oft wegen ihrer hohen 
Konzentration an Alkalisalzen kaum fiir die MALDI-Ioni- 
sierung brauchbar sind. Die Beladung mit Analytmolekiilen 

20 ist sehr ungleichmaBig. Diese Belegungsart erfordert daher 
wahrend der MALDI-Ionisierung eine visuelle Betrachtung 
der Probentrageroberflache durch ein Videomikroskop, das 
an alien kommerziell hergestellten Massenspektrometern 
fiir diese Art von Analysen zu finden ist. Ionenausbeute und 

25 Massenauflosung schwanken im Probenfleck von Ort zu 
Ort. Es ist oft ein muhsamer Vorgang, eine giinstige S telle 
des Probenflecks mit guter Analytionenausbeute und guter 
Massenauflosung zu finden, und nur Erfahrung und Auspro- 
bieren hilft hier bisher weiter. 

30 [0008] Es gibt zwar Steuerprogramme fiir Massenspektro- 
meter mit Algorithmen zum automatisierten Aufsuchen der 
besten Recken fiir die MALDI-Ionisierung, doch sind diese 
, Verfahren mit ihren vielen Versuchen und Bewertungen not- 
wendigerweise recht langsam. 

35 [0009] Bei anderen Auftragungsmethoden ist die Matrix- 
substanz bereits vor dem Aufbringen der Losungsmittel- 
tropfchen, die nun nur die Analytmolekiile enthalten, auf der 
Tragerplatte vorhanden. 

[0010] Ist die Oberflache der Probentragerplatte nicht hy- 
40 drophil, sondern hydrophob, so werden zwar kleinere Kri- 
stallkonglomerate gebildet, aber die Tropfchen tendieren 
dazu, beim Eintrocknen in unkontrolherbarer Weise zu wan- 
dern. Der Ort der Kristallkonglomerate ist daher nicht vor- 
auszusagen und erfordert eine Suche beim MALDI-Prozess. 
45 AuBerdem besteht die groBe Gefahr, dass sich Tropfchen 
vereinigen und so eine getrennte Analyse der Proben un- 
mogfich machen. 

[0011] Analysen von Bioproben fallen inzwischen zu Tau- 
senden an und verlangen automatische Hochdurchsatzme- 
50 thoden. Eine visuelle Steuerung oder Suche, auch eine auto- 
matisierte Suche, steht aber einem Hochdurchsatzverfahren 
entgegen. 

[0012] Es ist nun beim Antragsteller eine Methode ent- 
wickelt worden, die mit kleinen hydrophilen Ankerberei- 

55 chen von etwa 100 bis 800 Mikrometer Durchmesser in ei- 
ner ansonsten hydrophoben Oberflache zu orts- und groBen- 
definierten Kristallisierungsbereichen fiihrt 

(DE 197 54 978 C2). Die wassrigen Tropfen werden durch 
die hydrophilen Anker festgehalten und am Wandern gehin- 

60 dert, auch wenn sie durch ihr Gewicht auf den umliegenden 
lyophoben Bereichen aufliegen. Beim Eintrocknen Ziehen 
sich die Tropfchen auf den Anker zuriick, und es entstehen 
genau auf diesen Ankern relativ dichte und homogen ver- 
teilte, je nach Art. und Konzentration der Matrixsubstanz 

65 auch geschlossene Kristallkonglomerate. Es konnte gezeigt 
werden, daB sich dem verkleinerten Oberflachen verhaltnis 
der Benetzungsflache entsprechend die Nachweisgrenze fiir 
Analytmolekiile verbessert. Es kann daher bei der Proben- 
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aufbereitung mit kleineren Analytmengen und verdiinnteren 
Losungen gearbeitet werden, ein Vorteil, der sich in besser 
ablaufenden biochemischen Vorbereitungsschritten nieder- 
schlagt und zu niedrigeren Kosten beim Chemikalienver- 
brauch fuhrt. Bei geeigneter Preparation ist die Empfind- 5 
lichkeit der Analyse iiber die Flache der Probe hinweg sehr 
gieichformig. Daher kann der Ionisierungsvorgang durch 
"blindes" BeschieBen der Kristallkonglomerate mit den de- 
sorbierenden Laserblitzen von der visuellen oder automati- 
sierten Suche nach gunstigen Stellen befreit und daher be- 10 
schleunigt werden. 

[0013] Die Kristallkonglomerate, die sich auf den hydro- 
philen Ankerfiachen bilden, zeigen eine feinkristalline 
Struktur, die giinstig fur den MALDI-Prozess ist. Die Struk- 
tur wird umso feiner, je schneller der Trocknungsvorgang 15 
ist. 

[0014]. Es soil hier unter einer "hydrophoben" Oberflache 
eine fur wassrige Losungen benetzungsfeindliche, also eirie 
wasserabweisende Oberflache verstanden werden. Entspre- 
chend verstehen wir unter "hydrophil" eine leicht durch 20 
Wasser b'enetzbare Oberflache. "Oleophob" und "oleophil" 
(auch manchmal "lipophob" und "lipophil" genannt) sollen 
Oberflachen heifien, die olabweisend beziehungsweise olbe- 
netzbar sind. Organische Losungsmittel, die nicht mit Was- 
ser mischbar sind, haben in diesem Sirine der Benetzbarkeit 25 
meist einen Olsardine Charakter, das heiBt, sie benetzen ole- 
ophile Flachen. Sie sind in der Regel mit Ol mischbar. Orga- 
nische Losungsmittel, die mit Wasser mischbar sind, wie 
beispielsweise Methanol, Aceton oder Acetonitril, konnen . 
in reinem Zustand sowohl oleophile wie auch hydrophile 30 
Oberflachen benetzen, die Bepetzbarkeit von oleophilen 
Oberflachen verliert sich aber mit steigendem Gehalt an 
Wasser. 

[0015] Es herrschte lange Zeit die Anschauung, dass hy- 
drophobe Oberflachen immer auch oleophil, und umgekehrt 35 
oleophobe Oberflachen immer auch hydrophil seien. Seit ei- 
nigen Jahren ist jedoch bekannt, dass es auch Oberflachen 
gibt, die sowohl hydrophob wie auch oleophob sind, bei- 
spielsweise glatte Oberflachen aus perfluorierten Kohlen- 
wasserstoffen wie etwa Polytetrafluorethen (PTFE). Solche 40 
Oberflachen werden hier als "lyophob" bezeichnet, einem 
Begriff, der der Kolloidwissenschaft entnommen ist. 
[0016] Es ist in jiingster Zeit auch bekannt geworden, dass 
der benetzbare oder flussigkeitsabweisende Charakter einer 
Oberflache auch sehr stark von seiner Mikrostrukturierung 45 
abhangt. Ein Beispiel dafur ist der so genannte "Lotus-Ef- 
fekt" (benannt nach der Lotos-Pflanze). 
[0017] Die Hydrophobizitat (Oleophobizitat, Lyophobizi- 
tat) kann im Prinzip aus dem Anstellwinkel (auch Randwin- 
kel oder Kontaktwinkel genannt) ermittelt werden, den die 50 
Fliissigkeit unter normierten Bedingungen am Rande der 
Benetzungsflache mit der festen Oberflache ausbildet. In ei- 
nem absoluten Sinn wird eine Oberflache eines Materials 
dann hydrophob (oleophob, lyophob) genannt, wenn der 
Kontaktwinkel des Fliissigkeitsspiegels in einer Kapillare 55 
aus diesem Material groBer als 90° ist. Diese Definition ist 
schwer auf den Anstellwinkel eines auf einer ebenen Flache 
aufsitzenden Tropfchens zu ubertragen, da hier die Tropf- 
chengroBe eine groBere Rolle spielt. Im Folgenden werden 
daher die Begriffe nicht im absoluten, sondem in einem re- 60 
lativen Sinn gebraucht: eine Oberflache ist gegentiber einer 
Fliissigkeit hydrophober als eine andere Oberflache, wenn 
der Anstellwinkel groBer ist. In Allgemeinen wird hier eine 
Oberflache schon dann als hydrophob angesehen, wenn der 
Anstellwinkel zwar kleiner als 90° ist, aber ein Tropfen auf 65 
der Oberflache nicht zu einer groBen Benetzungsflache ver- 
lauft. Insbesondere sprechen wir dann von einer hydropho- 
ben Oberflache, wenn sich ein Tropfens auf einer Oberflache 
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beim Trocknen oder Aufsaugen mit einer Pipette unter Ver- 
kleinerung der Benetzungsflache und Zuriicklassen einer 
trockenen Flache zusammenzieht (so genannte "dynamische 
Hydrophobic"). Eine solche dynamische Hydrophobic fin- 
det insbesondere bei sehr glatten Oberflachen, Mikrostruk- 
turierungen jeder Art stehen solchen EfFekten entgegen. In 
der Regel losen sich die Biomolekule am besten in Wasser, 
manchmal unter Zugabe von organischen, wasserloslichen 
Losungsmitteln wie Alkoholen, Aceton oder Acetonitril. 
Die Losungen von Biomolekiilen enthalten dariiberhinaus je 
nach Herstellung weitere Substanzen, wie Glykole, leimar- 
tige Puffersubstanzen, Salze, Sauren oder Basen. Der 
MALDI-Prozess wird durch die Anwesenheit dieser Fremd- 
stoffe erheblich gestorf, zum Teil durch Verhinderung der 
Protonierung, zum Teil durch Adduktbildung. Insbesondere 
bilden Alkaliionen haufig Addukte wechseinder GroBe mit 
den Analytmolekiilen und verhindern so eine genaue Mas- 
senbestimmung. Die Konzentration an Alkaliionen in der 
Probepraparation, aber auch. die Konzentration anderer Sub- 
stanzen muss daher durch sorgfaltige Aufreinigung niedrig 
gehalten werden. 

[0018] Fur die Reinigung - und gleichzeitig fur eine Auf- 
konzentration der Biomolekule - benutzt man so genannte 
Affinitatssorbentien, ahnlich denen, die in der Affinitat- 
schromatographie benutzt werden. Wahrend man sich je- 
doch in der Affinitatschromatographie moglichst bioselekti- 
ver, also auswahlender, Affinitatssorbentien bedient, 
braucht man zum Reinigen der zunachst unbekannten Gemi- 
sche von Biopolymeren moglichst unspezifische Sbrbentien, 
also Sorbentien, die alle biomolekularen Mischungsbestand- 
teile in moglichst gleicher Weise binden. 
[0019] Fiir die Aufreinigung von Peptid-, Protein- oder 
DNA-Mischurigen haben sich bisher besonders schwamm- 
artige Mikrokiigelchen aus Sorbens-Material (Poros®, PE 
BioSystems), mit schwammartigem Sorbens gefullte Pipet- 
tenspitzen (ZipTips®, Millipore) oder magnetisierbare Kii- 
gelchen mit Cl8-Belegung bewahrt. Diese Materialien sind 
alle stark oleophil und binden Peptide oder Oligonukleotide 
iiber hydrophobe Bindungen. Die Biomolekule lassen sich 
in der Regel durch wassrige Methanol- oder Acetonitril- Lo- 
sungen eluieren; die Eluierung kann oft auch durch Ande- 
rung des pH-Wertes vorgenommen werden. Die Reinigung 
mit diesen Materialien ist jedoch aufwendig, weil sie zusatz- 
liche Materialien und zusatzliche Verfahrensschritte erfor- 
dert. 

[0020] Umgekehrt oder auch zusatzlich kann man auch 
die schadlichen Kationen durch Versatz mit Ionenaustau- 
schern binden. Auch hier ist im Hause ein Verfahren entwik- 
kelt worden (DE 199 23 761). 

Aufgabe der Erfindung 

[0021] Es ist die Aufgabe der Erfindung, durch eine be- 
sondere Auspragung der MALDIrProbentragerplatten und 
durch besondere Belegungs verfahren das Reinigen der Bio- 
polymere von Puffersubstanzen, Sauren, Laugen und Salzen 
auf dem Probentrager selbst vorzunehmen zu konnen. Es ist 
vorteilhaft, .wenn dabei fiir spezielle Analysenaufgaben 
auch eine Selektion der Biosubstanzen vorgenommen wer- 
den kann. 

Zusammenfassung der Erfindung 

[0022] Es ist. der Grundgedanke der Erfindung, die Ober- 
flache eines ansonsten wasser- und olabweisenden (lyopho- 
ben) Probentragers mit kleinen, geschlossenen, wasserbe- 
netzungsfreundlichen (hydrophilen) Belegungsbereichen 
als Anker fiir die Probetropfchen zu versehen, wie schon 
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beim Antragsteller methodisch bis zur Produktreife entwik- 
kelt, aber benachbart zu den hydrophilen Ankern Bereiche 
mit hydrophoben Affinitatssorbentien (das sind biospezifi- 
sche affinitatschromatographische Phasen) zu installieren, 
die Biosubstanzen aus wassriger Losung binden und bei Be- 
netzung mit so genannten Eluierungsmitteln wieder in Lo- 
sung geben konnen. 

[0023] Die hydrophilen Ankerbereiche werden dabei so 
klein gewahlt, dass beim Aufbringen von Probetropfen de- 
ren Auflagebereich auf dem Probentrager mit dem Affini- 
tatsbereich uberlappt. Dabei werden die Biomolekule in die- 
sem Bereich gebunden. In gebundenem Zustand lassen sich 
die Biomolekule mit nichteluierenden Hussigkeiten wa- 
schen. 

[0024] Ein solcher Bereich mit Affinitatssorbens bildet 
giinstigerweise einen Ring um den hydrophilen Anker. Um 
den Ring herum erstreckt sich dann der lyophobe Oberfla- 
chenbereich der Probentragerplatte. 

[0025] Die Eluierungslosung ist gewohnlich eine Mi- 
schung eines organischen Losungsmittels mit Wasser, kann 
aber auch ganz anders zusammengesetzt sein, beispiels- 
weise, wenn die Eluierung pH-Wert-gesteuert ist. Fur die 
MALDI-Praparation enthalt die Eluierungslosung zusatz- 
lich auch die Matrixsubstanz. Die Tropfchen mit Eluie- 
rungsfltissigkeit benetzen den Affinitatsbereich; die Biomo- 
lekule gehen in Losung. Wahrend des Eintrocknens der Elu- 
ierungslosung Ziehen sich deren Tropfchen zunehmend von 
den Affinitatssorbentien auf die hydrophilen Ankerbereiche 
zuriick, dabei werden die Biomolekule in die Matrixkristall- 
chen eingebaut, die sich auf den hydrophilen Ankerflachen 
biiden. 

[0026] Die Affinitatssorbentien konnen dabei je nach 
Analysenaufgabe sehr bioselektiv auf einige wenige Arten 
von Biosubstanzen, oder aber sehr unselektiv auf eine hohe 
Anzahl von Biosubstanztypen ausgerichtet sein. Zum Reini- 
gen von Peptid- oder Oligonukleotid-Gemischen sind insbe- 
sondere unselektive Affinitatssorbentien geeignet; diese 
wirken uber relativ unselektive hydrophobe Bindungen. 
[0027] Beispielsweise konnen fur die unselektive, hydro- 
phobe Bindung von Peptiden, Proteinen oder Oligonukleoti- 
den oberflachengebundene Alkanketten in Langen von vier 
bis 18 Kohlenstoffatomen (oder dariiber hinaus) verwendet 
werden: so genannte C4- bis C18-Belegungen. Die Alkan- 
ketten konnen beispielsweise uber Schwefelbrucken direkt 
an Metalloberflachen kovalent angebunden sein. Fur den 
Fail extrem selektiver Affinitatssorbentien konnen hier Be- 
legungen mit Antikorpern genannt werden, die in einfacher 
Weise an eine dazu vorbereitete Molekiilschicht gebunden 
wird, die selbst wiederum kovalent an die Plattenoberflache 
gebunden ist. Fiir Oligonukleotide konnen beispielsweise 
Belegungen mit biotinierten Gegenstrangen verwendet wer- 
den, die leicht uber Strepatividin-Biotin-Bindungen an ober- 
flachengebundenes Strepatavidin gebunden werden. Hier 
kann die Biotin-Strepatvidin-Bindung sogar wieder ruck- 
gangig gemacht werden, um danach die Strepatividin- 
Schicht mit anderen Gegenstrangen zu belegen. 
[0028] Eine Oberflache von nur einem Quadratmillimeter 
reicht aus, um viele Picomole an Analytsubstanzen zu bin- 
den. Dabei entsteht eine Belegungsdichte, die nur einem 
winzigen Bruchteil einer monomolekularen Schicht ent- 
spricht. Die MALDI-Analyse gelingt aber schon mit etwa 
einem Femtomol jeder der vorhandenen Substanzen. 
[0029] Die Ankerflachen konnen zusatzlich mit kationen- 
austauschenden und damit stets hydrophilen Materiaiien be- 
legt sein, um auch letzte Reste von Kationen zu entziehen. 
[0030] Die Probentragerplatten konnen bei vorsichtigem 
Reinigen vielfach wiederverwendet werden. Die Anzahl der 
Verwendungen hangt zuvorderst von der Verunreinigung 



mit meist groBmolekulkaren, stark hydrophoben Substanzen 
ab, die sich nicht mehr aus den oleophilen Bereichen auswa- 
schen lassen. 

Kurze Beschreibung der Abbildungen 

[0031] Abb, 1A zeigt eine metallische Probentragerplatte 
(1) mit hydrophilen Ankern (2) und Affinitatsbereichen (3) 
in lyophiler Umgebung (4), mit aufpipettierten Probentropf- 
10 chen (5), die durch ihre Schwerkraft groBe Teile der Affini- 
tatsbereiche iiberdecken, so dass dort die Biomolekule affin 
gebunden werden. Die Affinitatsbereiche sind beispiels- 
weise mit C18 belegt. Die hydrophilen Anker werden von 
der unbedeckten Metalloberflache gebildet, organisch-anor- 
15 ganische Nanokompositmaterialien biiden eine lyophobe 
Schicht von etwa 4 Mikrometer Dicke. 
[0032] Abb. IB zeigt dieselbe Probentragerplatte nach 
dem Waschen, Trocknen, und Aufbringen der viel kleineren 
Eluierungsflussigkeitstropfchen (6), die den Affinitatsbe- 
20 reich benetzen und die Biomolekule wieder in Losung brin- 
gen. Die Eluierungsflussigkeit besteht hier beispielsweise 
aus 95% Acetonitril mit 5% Wasser, in der etwa 0,5% Ma- 
trixsubstanz gelost sind. 

[0033] Abb. 1C stellt die Eluierungsflussigkeits tropfchen 
25 (7) wahrend des Eintrocknens dar. Da im Wesentlichen zu- 
nachst nur Acetonitril verdunstet, betragt die Mischung bei 
einer Volumenminderung auf 10% des urspriinglich aufpi- 
pettierten Volumens jetzt etwa 50% Acetonitril und 50% 
Wasser, in der die Matrixsubstanz gelost ist. Diese Losung 
30 wirkt immer noch eluierend, halt also die Biomolekule in 
Losung, zieht sich aber bereits von deri Affinitatsbereichen 
zuruck. 

[0034] Abb. ID zeigt den Zustand eingetrockneter Eluat- 
losung mit den Matrixkristallkonglomeraten (8) auf den hy- 
35 drophilen Ankern. Die Biomolekule befinden sich nun groB- 
tenteils in den Kristallkonglomeraten. 

Besonders giinstige Ausfiihrungsformen 



40 [0035] Es werde hier zunachst die giinstige Herstellung 
von Bioprobentragem mit Reinigungsfunktionen und deren 
Form beschrieben. Danach werden entsprechende, aufreini- 
gende Belegungsverfahren dargelegt. 

[0036] Die gut gereinigten, fettfreien Oberflachen norma- 
45 lerweise fur MALDI-Proben verwendeter metallischer Pro- 
bentrager sind in der Regel von Natur aus leicht hydrophil 
gegeniiber den wassrigen Probenlosungen, ein Prob en tropf- 
chen flieBt normalerweise zu einer FleckgroBe auseinander, 
die einem Mehrfachen des Tropfchendurchmessers ent- 
50 spricht. Die Hydrophilitat wird durch die Hydroxygruppen 
erzeugt, die sich unter der Einwirkung von feuchter Luft auf 
jedem Metall (selbst auf Edelmetallen) bleibend biiden. 
[0037] Es ist aus Griinden einfacher Herstellung durchaus 
zweckmaBig, fur diese Erfindung bei Probentragem aus Me- 
55 tall oder metallisiertem KunststofT zu bleiben, und auch 
diese Metalloberflache als hydrophile Ankerflachen ohne 
weitere Beschichtung zu belassen. Die metallische Grund- 
lage bestimmt das Beschleunigungspotential fur die Be- 
schleunigung der durch den nachfolgenden MALDI-Prozess 
60 erzeugten Ionen. Als besonders gunstig haben sich hochle- 
gierte Edelstahie, aber auch reine Nickeloberflachen erwie- 
sen. So konnen beispielsweise Probentragerplatten aus ver- 
nickeltem Druckguss-Aluminium hergestellt werden. 
[0038] Die Oberflache der Probentrager auBerhalb der hy- 
65 drophilen Anker und der spater mit Affinitatssorbentien zu 
belegenden Bereiche muss nun loyphob gemacht werden. 
[0039] Es sind in jiingster Zeit mehrere Verfahren zur Er- 
zeugung der lyophoben Oberflachen bekannt. geworden. Ne- 
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ben der bereits bekannten Beschichtung mit perfluorierten 
Substanzen wie PTFE (beispielsweise mit Teflon®) gibt es 
Beschichtungen mit organisch-anorganischen Sol-Gel Na- 
nocompositmaterialien (DE41 18 184), siehe beispiels- 
weise R. Kasemann, H. Schmidt, S. Briick, Bol. Soc. Esp. 5 
Ceram. Vid. 31-6, Vol. 7, (1992), 75. Die Nanocompositma- 
terialien lassen sich auf Metallen, Glas oder KunststofFen als 
wenige Mikrometer diinne, sehr glatte, kratzfeste Schichten 
einbrennen. Die Beschichtungen mit PTFE sind in Ailge- 
meinen nicht so dunn und eben wie die der Nanocomposit- 10 
materialien, sie sind im Allgemeinen weniger gut zu gebrau- 
chen, weil sie meist mehrere hundert Mikrometer dick sind 
und daher eine Neigung zu starken elektrischen Aufladun- 
gen wahrend der MALDI-Ionisierung zeigen. 
[0040] Durch ein besonderes Bedruckungsverfahren mit 15 
wiederauflosbaren Schutzlacken konnen dabei zunachst die 
spateren Anker- und Affinitatsflachen geschiitzt werden, 
beispielsweise durch Aufdrucken von runden Flachen mit 
etwa 1 ,4 Millimeter Durchmesser. Nach Aufspruhen der Na- 
nocompositlosung und ihrem Einbrennen werden die losba- 20 
ren Lacke entfernt; es werden dabei die bedruckten Bereiche 
wieder freigelegt. Die Schutzlackflecken bestimmen die au- 
Beren Durchmesser der spateren Affinitatsringe. Es haben 
sich dafur Durchmesser von etwa 0,8 bis etwa 2 Millimeter 
bewahrt, besonders giinstig sind Durchmesser von etwa 1,2 25 
bis 1,5 Millimeter. 

[0041] In einem. zweiten Bedruckungsverfahren werden 
nun die spater hydrophilen Ankerbereiche mit loslichem 
Schutzlack bedruckt, beispielsweise als runde, jeweils zen- 
tral in den spateren Affinitatsbereichen sitzende Flachen mit 30 
je etwa 0,4 Millimeter Durchmesser. Um geniigend kleine 
Punkte zu erhalten, kann der Schutzlack beispielsweise in . 
Form kleinster Tropfchen mit einer piezobetriebenen Tropf- 
chenpipette nach Art der Tintenstrahl-Drucker aufgeschos- 
sen werden, aber auch Siebdruckverfahren haben sich be- 35 
wahrt. Es ist mit beiden Verfahren eine auBerordentlich gute 
Ortsprazion der Lackpunkte erreichbar. Diese Ortsprazision 
ist fur eine spater automatisch ablaufende MALDI-Analyse 
besonders vorteilhaft. 

[0042] Die hydrophilen Ankerflachen haben zweckmaBi- 40 
gerweise Durchmesser zwischen 100 und 500 Mikrometem, 
solche von 200, 300 und 400 Mikrometem haben sich fur 
verschiedenartige Anwendungen als besonders giinstig er- 
wiesen. 

[0043] Danach werden die Ringe um diese mit Schutzlack 45 
bedruckten Ankerbereiche herum mit den Affinitatssorben- 
tien belegt. Die Techniken zur Belegung sind dem chroma- 
tographisch erfahrenen Fachmann im Prinzip bekannt. Im 
Falle einer Belegung mit Cl8-Alkanen kann die freigeblie- 
bene Metalloberflache um die spateren Ankerbereiche 50 
herum beipielsweise durch eine selbstorganisierende Bele- 
gung mit Alkanthioaten aus wasseriger Losung bedeckt 
werden. Die Alkanketten binden sich dabei kovalent in be- 
kannter Weise selbsttatig uber endstandige Schwefelbriik- 
ken direkt an die Metalloberflache an, Die Bindung ist sehr 55 
stabil. Eine besonders gute Bindung erhalt man, wenn diese 
Flachen zuvor elektrolytisch vergoldet werden. Es gibt je- 
doch auch andere Belegungs verfahren mit Alkanketten, bei- 
spielsweise durch ein elektrisches Plasma. 
[0044] Ein Auflosen der Schutzlackflecken auf den An- 60 
kerbereichen vervollstandigt die Herstellung der Bioproben- 
tragerplatten mit Reinigungsfunktion. Diese Probentrager 
haben nun zentrale, metailische, hydrophile Anker mit etwa 
0,4 Millimetern Durchmesser, darum herum jeweils ringfor- 
rnige Bereiche mit Aflinitatssorbentien, fur selektionsfreie 65 
Aufreinigung von Peptidgemischen beipielsweise eine CI 8- 
Belegung, mit aufieren Durchmessern von etwa 1,4 Milli- 
metern. 



[0045] In einer Weiterbildung der Erfindung konnen die 
hydrophilen Ankerbereiche auch mit ionenaustauschenden 
Schichten belegt werden. So kann beispielsweise Nafiori® in 
Losung aufgetragen werden. Die Losung bildet auf den hy- 
drophilen Ankern kleine Tropfchen, die nach dem Verdun- 
sten des Losungsmittels je einen Nafion-Film zurucklassen. 
Es kann aber auch ein Klebstoff in Losung aufgetragen wer- 
den, der nach fast vollendetem Trocknen mit einem Pulver 
aus Ionenaustauschermaterial "satt uberstaubt wird. Wird ein 
Pulver mit Partikeln von etwa 5 bis 20 Mikrometer Durch- 
messer (mesh 1000) verwendet, so ergibt sich nach festem 
Andriicken, Trocknen und kraftigem Waschen eine sehr 
gleichmaBige Belegung, die eine hohe Aufriahmefahigkeit 
fur Alkaliionen hat. Es ist auch moglich, die Materialien di- 
rekt auf der hydrophilen Ankerflache auszupolymerisieren. 
Auch hier erleichtert die Hydrophilie der Ankerflachen ein 
gleichmaBiges Auftragen. Ionenaustauscher sind stets sehr 
hydrophil, so dass die Ankerflachen auch nach der Belegung 
mit Ionenaustauschern hydrophil bleiben. 
[0046] Die Probentropfchen werden normalerweise mit 
Pipetten auf die hydrohilen Ankerbereiche dieser MALDI- 
Bioprobentrager aufgebracht. Fiir das gleichzeitige Aufbrin- 
gen vieler Probentropfchen aus Mikrotiterplatten werden 
Vielfachpipetten verwendet, die von Pipettenrobotern in Pi- 
pettenautomaten bewegt werden (siehe beispielsweise 
DE 196 28 178). 

[0047] Es ist daher besonders giinstig, Probentrager in der 
GroBe von Mikrotiterplatten zu verwenden und das Raster 
der hydrophilen Ankerbereiche an das Raster der Mikroti- 
terplatten anzupassen. Es ist weiterhin giinstig, wenn die 
Probentrager auch die Form von Mikrotiterplatten haben, da 
sie dann von den handelsiiblichen Pipettierrobotem bearbei- 
tet und transpqrtiert werden konnen. Da auf dem Probentra- 
ger eine hohere Probendichte erreicht werden kann, als es in 
den meistverwendeten Mikrotiterplatten moglich ist, kann 
das Raster auf dem Probentrager auch feiner sein, als es dem 
Raster der Mikrotiterplatte entspricht. Es kann beispiels- 
weise durch ganzzahlige Teilung des Rasters der Mikrotiter- 
platten erhalten werden. Es konnen dann auf einen Proben- 
trager die Proben aus mehreren Mikrotiterplatten aufge- 
bracht werden. , 
[0048] Das Grundraster der Ur-Mikrotiterplatte besteht 
aus 96 kleinen GefaBen im Raster von 9 Millimetern in einer 
Anordnung von 8 Reihen mal 12 Spalten. Die Form der Mi- 
krotiterplatte ist als Industriestandard festgelegt. Die Mikro- 
titerplatten sind aber ohne Veranderung ihrer GrbBe weiter- 
entwickelt worden, moderne Ausfuhrungsformeri zeigen 
384, 864 oder sogar 1536 MikrogefaBe im Raster von 4,5, 
3,0 oder 2,25 Millimetern. Diese RastermaBe lassen sich 
auch fiir die Ankerbereiche auf den aufreinigenden Biopro- 
bentragern einrichten. In Bezug auf die TropfchengroBe der 
bequem mit Pipettierrobotem handzuhabenden Volumen 
von etwa 2 Mikrolitem erscheinen die beiden RastermaBe 
mit 4,5 oder 3,0 Millimeter Abstand und 384 bzw. 864 An- 
kerbereichen auf einem Trager als besonders giinstig. Eine 
TropfchengroBe von etwa 2 Mikrolitem ist auch deshalb zu 
bevorzugen, weil diese Tropfchen gut und sicher mit auto- 
matischen Pipetten auf den Ankern abzulegen sind, was fur 
kieinere Tropfchen durchaus problematisch ist. 
[0049] Beim Aufpipettieren eines Tropfens einer Biopoly- 
merprobe in wassriger Losung mit einem Volumen von etwa 
zwei Mikrolitem auf einen hydrophilen Anker mit einem 
Durchmesser von beispielsweise 400 Mikrometem bildet 
sich ein pilzhutformiger Tropfen mit. einem Durchmesser 
von etwa 1,5 bis 2 Millimetern aus. Dieser bedeckt und be- 
netzt durch seine Schwerkraft. einen groBeren Teil des affini- 
tatssorptiven oleophilen Rings, der beispielsweise einen Au- 
Bendurchmesser von etwa 1,4 Millimetern hat. Eine solche 
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Uberdeckung ist in Abb. 1A gezeigt. Die lyophobe Umge- 
bung mit ihrer noch starkeren Hydrophobizitat dagegen 
wird bei idealer Ausfuhrungsform von Tragerplatte und Be- 
legungsverfahren vom Losungstropfen nicht mehr benetzt. 
Beim Eintxocknen des Tropfchens, bei dem sich sehr starke 5 
Stromungen in dem Tropfen ausbilden, die alle Molekule 
praktisch vielmals mit der oleophilen Oberflache des Affini- 
tatssorbens in Beriihrung bringen, werden diese durch ihre 
Affinitat zur oleophilen Oberflache hydrophob gebunden, 
wahrend die anderen, in der Regel gut wasserloslichen L6- 10 
sungsbestandteile erst zuletzt auf der Oberflache, uberwie- 
gend auf den hydrophilen Ankern, abgelegt werden. 
[0050] Die Probentragerplatte kann vor oder nach voll- 
standigem Eintrocknen der Proben in einfacher Weise mit 
Waschflussigkeit, beispiels weise fur C18-Belegungen mit 15 
sauberem Wasser, abgespult und so von alien leicht wasser- 
loslichen Substanzen befreit werden. Bei vorsichtigem Spii- 
len mit groBem Uberschuss an Waschflussigkeit besteht nor- 
malerweise keirie Gefahr der gegenseitigen Verunreinigung 
der Proben. Muss diese Verunreinigung garantiert ausge- 20 
schlossen werden, so kann eine individuelle Spiilung der 
einzelnen Ankerbereiche vorgenommen werden, beispiels- 
weise durch eine Pipettenspulung, bei der die Waschflussig- 
keit mehrmals aufgebracht und wieder abgesaugt wird. An- 
schlieBend wird getrocknet. 25 
[0051] Nach Trocknung werden jetzt als Eluierungsmittel 
Tropfen organischer Losungsmittel mit geringem Anteil an 
Wasser und mit ein wenig geloster Matrixsubstanz aufpipet- 
tiert. Das Losungsmittel mit etwas Wasser und Matrixsub- 
stanz benetzt sofort die Affinitatsbelegung und es losen sich 30 
die hydrophob gebundenen Biopolymermolekule in der Ma- 
trixlosung. Beim Eintrocknen verdampft zunachst organi- 
sches Losungsmittel (beispielsweise Methanol, Aceton oder 
Acetonitril), die zunehmend hohere Konzentrauon an Was- 
ser und das rasch kleiner werdende Volumen lasst den Trop- 35 
fen (oft ruckweise) immer mehr auf den Anker schrumpfen, 
bis dann hier die Kristallisation der Matrixsubstanz mit dem 
Einbau der Analytmolekule stattfindet. 
[0052] Da diese Eluierungsflussigkeiten auch die Affini- 
tatsbereiche leicht benetzen, konnen hier viel kleinere Volu- 40 
mina fur die Tropfen verwendet werden; diese lassen sich 
viel leichter aus einer Pipettenspitze auf die Probentrager- 
platte absetzen als rein wassrige Tropfen. Es reichen hier 
Russigkeitsmengen von etwa 200 bis 500 Nanoliter, was 
etwa Tropfchendurchmessern von 0,8 bis 1 Millimeter ent- 45 
spricht. 

[0053] Bei richtiger Wahl der Dosierung der Losungen 
mit Wasser und Matrixsubstanz bleiben nur wenige Biomo- 
lekiile auf der Affinitatsbelegung zuruck. Die Biomolekule 
sind weitgehend in die Matrixkristalle oder ihre zwischen- 50 
kristallinen Grenzflachen eingebaut. . 

[0054] Die Aufgabe der Proben tropfchen zu Beginn der 
Belegung erfolgt zweckmaBigerweise, wenn sich die Viel- 
fachpipette im Abstand von 500 bis 800 Mikrometer iiber 
dem Probentrager befindet. Es werden etwa zwei Mikroliter 55 
der Probenlosung aus jeder Pipettenspitze der Vielfachpi- 
pette auf den Probentrager pipettiert; der Durchmesser freier 
Tropfchen betragt dann etwa 1,6 Millimeter. Die Pipetten- 
spitzen sollten hydrophob sein, um das Absetzen der Tropf- 
chen zu erleichtern. Gewohnlich ist die Menge der Proben- 60 
losung in der Pipettenspitze durch ein Gasblaschen abge- 
schlossen, daher ist im Kanal der Pipettenspitze anschlie- 
Bend keine Losung mehr vorhanden und die Kontaktkrafte 
zur hydrophoben Pipettenspitze sind sehr gering. Der Trop- 
fen lasst sich so sicher auf der Probentragerplatte absetzen. 65 
[0055] Die eintrocknenden Tropfchen bilden irn Inneren 
wirbelartig starke Flussigkeitsstromungen aus, die es mit. 
sich bringen, daB praktisch alle Biomolekule irgendwann zu 



den Affinitatsbereichen gelangen, wo sie affin gebunden und 
damit festgehalten werden. 

[0056] Das Waschen kann beginnen, bevor die Tropfchen 
ganz eingetrocknet sind. Damit kann vermieden werden, 
dass Verunreinigungen erst antrocknen und dann wieder ge- 
lost werden miissen, was manchmal schwierig ist. Abhangig 
von der Art der Probenaufbereitung und damit von der Art 
der Verunreinigungen kann aber unter Umstanden auch mit 
dem Waschen bis zum vollstandigen Trocknen der Tropf- 
chen gewartet werden. 

[0057] Nach dem Waschen beginnt der Vorgang des Eluie- 
rens durch Aufbringen kleiner Mengen an Eluierungsfliis- 
sigkeit mit geloster Matrixsubstanz. Die Art der Matrixsub- 
stanz richtet sich nach der analytischen Aufgabe, es sind 
hier im Prinzip hunderte von Substanzen bekannt geworden, 
wenn auch in der Regel nur ein Handvoli davon haufigere 
Verwendung finden. Diese sind dem massenspektrometri- 
schen Fachmann bekannt. 

[0058] Beim Eintrocknen Ziehen sich die Tropfchen der 
Eluierungsflussigkeit meist ruckweise immer mehr von den 
Affinitatsflachen zuruck, weil sich die Hydrophobic gegen- 
tiber der Affinitatsflache durch bevorzugtes Verdunsten der 
organischen Losungsmittel mehr und mehr vergroBert. Die 
letzte Phase des Eintrocknens hinterlasst die Kristallkonglo- 
merate mit den Probenmolekulen exakt auf den hydrophilen 
Ankerbereichen, wie in Fig. ID schematisch zu sehen ist. 
Die brockenformigen MALDI-Praparate haben daher wie 
gewiinscht eine exakte Positionierung an vorbekannten Stel- 
len, ihre GroBe kann so eingerichtet werden, dass sie den 
Fokusflachen der Laserstrahlen entspricht. Sie bieten auBer- 
dem eine hohe Ausbeute an Anaiytionen, und sind somit in 
idealer Weise fur eine automatisch erfolgende Analyse vor- 
bereitet. 

[0059] Diese monolitischen Brocken zeigen iiberraschen- 
derweise eine sehr gute und von Brocken zu Brocken repro- 
duzierbare Ionisierung der eingebrachten Biomolekule, 
mindestens gleich gut wie die mit Miihe gesuchten giinstig- 
sten Stellen der bisherigen Praparationen. Die Adduktbil- 
dung mit Alkaliionen ist deutlich geringer, meist gar nicht 
mehr zu erkennen. Wahrscheinlich sind die Analytmolekule 
in einer fur den Desorptions- und IonisationsprozeB sehr 
gunstigen Lage an den Korngrenzen der mikrokristallinen 
Gefiigestruktur eingebettet. 

[0060] Natiirlich konnen die Tropfchen auch manuell auf- 
gebracht werden, wie es uberhaupt viele Verwendungsmog- 
lichkeiten fur die hier dargestellten Probentrager gibt, wie es 
jedem Fachmann auf diesem Gebiet nach diesen Ausfuhrun- 
gen einleuchtend sein wird. 

[0061] Aus Natur und Zielsetzung des Reinigungs- und 
Trocknungsvorgangs folgt, daB bestimmte Zusammenset- 
zungen der Probenlosung zu vermeiden sind. So ist eine 
Beimengung von Tensiden oder Detergenzien schadlich, 
weil dadurch eine Benetzung der hydro- oder sogar lyopho- 
ben Oberflache stattfinden kann. Auch hier ist es jedem 
Fachmann nach diesen Ausfuhrungen verstandlich, wie er 
das Verfahren der Probenvorbereitung und des Aufpipettie- 
rens vorzunehmen hat, um eine fehlerhafte Probenaufgabe 
zu vermeiden. 

[0062] Sowohl hydrophobe wie auch hydrophile Oberfla- 
chen konnen bei langer Lagerung in Umgebungsluft ihre 
Benetzung seigenschaf ten durch Belegung der Oberflachen 
mit Verunreinigungen aus der Luft andern. Es ist daher 
zweckmaBig, die Probentrager im Vakuum oder unter saube- 
rem Schutzgas zu lagem. 

Paten tan spriiche 

1 . Probentrager mit ebener Oberflache fur die massen- 
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spektrometrische Analyse von Biomolekiilen, die in molekiile eingebunden sind 

Losung als Tropfchen auf hydrophile Ankerbereiche 

der ansonsten hydro- oder lyophoben Oberflache auf- Hierzu 1 Seite(n) Zeichnungeh 

gebracht und dort zusammen mit Matrixsubstanz fur 
eine Ionisierung durch matrixunterstutzte Laserdesorp- 5 
tion eingetrocknet werden, dadurch gekennzeichnet, 
dass sich benachbart zu den hydrophilen Ankerberei- 
chen Bereiche mit Affinitatssorbentien fur die Biomo- 
lekiile befinden. 

2. Probentrager nach Anspruch 1, dadurch gekenn- io 
zeichnet, dass die hydrophilen Ankerbereiche von den 
Bereichen mit Affinitatssorbentien ringformig um- 
schlossen werden. 

3. Probentrager nach einem der Anspriiche 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, daB er in etwa die GroBe und 15 
Form einer Mikrotiterplatte besitzt und daB die hydro- 
philen Ankerbereiche ein Raster bilden, das dem qua- 
dratischen Grundraster von 9 Millimetern fur die Ein- 
zelgefaBe einer Mikrotiterplatte oder einem daraus 
durch ganzzahlige Teilung entstandenen feineren Ra- 20 
ster entspricht. 

4. Probentrager nach einem der Anspriiche 1 bis 3, da- 
durch gekennzeichnet, dass unselektive Affinitatssor- 
bentien verwendet werden, um Biomolekulgemische 
aufzureinigen. 25 

5. Probentrager nach Anspruch 4, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass kovalent oberflachengebundene Alkan- 
ketten als Affinitatssorbentien verwendet werden. 

6. Probentrager nach einem der Anspriiche 1 bis 3, da- 
durch gekennzeichnet, dass fur eine Vorauswahl be- 30 
stimmter Biosubstanzgruppen und zu ihrer Aufreini- 
gung selektive Affinitatssorbentien verwendet werden. 

7. Verfahren zur Herstellung eines Probentragers nach 
einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, 
dass zunachst ein Probentrager mit hydrophiler, ebener 35 
Oberflache hergestellt wird, und dass die Belegungen 
mit lyophoben oder affinitatssorptiven Schichten nach 
jeweiligem Bedrucken der zu schu tzenden Hachen mit 
einem wiederauflosbaren Druckfarbstoff . vorgenom- 
menwird. 40 

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeich- 
net, dass das Bedrucken durch ein Siebdruckverfahren 
erfolgt. 

9. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeich- 
net, das das Bedrucken durch einen Druckvorgang er- 45 
folgt, bei dem die Druckfarbe in Form von Tropfchen 
aufgeschossen wird. 

10. Verfahren zum Belegen eines Probentragers nach 
einem der Anspriiche 1 bis 6 mit Biomolekulproben fur 
eine nachfolgende massenspektrometrische Analyse 50 
mit Ionisierung durch matrixunterstiitzte Laserdesorp- 
tion (MALDI), dadurch gekennzeichnet, 
dass zunachst auf die hydrophilen Ankerbereiche L6- 
sungen mit weitgehend ungereinigten Biomolekulpro- . 
ben in Form von Tropfen aufgebracht werden, die auch 55 
die Bereiche mit Affinitatssorbens iiberdecken, wobei 
die analytisch interessanten Biomolekule an der 
Schicht mit Affinitatssorbens gebunden werden, 
dass danach die Probentragerplatte gewaschen und ge- 
trocknet wird, wobei die analytisch interessanten Bio- 60 
molekiile gebunden bleiben, und 

dass danach Tropfen mit eluierender Matrixlosung auf- 
gebracht werden, wodurch beim Auftrocknen dieser 
Losung auf den hydrophilen Ankerbereichen Matrix- 
kristalle entstehen, in die zumindest ein Teil der Bio- 65 
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